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Introduccion

El cancer es una de las enfermedas mas estudiadas a nivel mundial, esto debido al alto porcentaje de la poblacion que vive con ella. Ademas, en la region de Aysen el cancer gastrico es la principal causa
de muerte. Se ha demostrado que las células cancerosas tienen un fenotipo bioenergético especial que fue descrito por Otto Warburg en 1956.La mitocondria tiene un rol central en la fisiologia celular como
en su supervivencia, tomando un rol en la sintesis de metabolitos como en la regulacion de vias involucradas en la muerte celular y su bioenergética. El ciclo del acido tricarboxilico (ETC) y OXPHOS son pro-
cesos metabdlicos esenciales que ocurren a nivel mitocondrial. ETC forma parte de OXPHOS y esta compuesto por 4 complejos: Complejo |, Complejo 1l, Complejo Il y complejo IV. Las subunidades de
los complejos I, [ll'y IV se encuentran codificados por genomas mitocondriales como por genomas del nucleo, mientras que el Complejo Il (SDH) sus subunidades en encuentran codificados solo por el DNA
nuclear. Ademas, recientemente, se ha demostrado que el Complejo Il actua como un supresor de tumores, donde estudios indican que el complejo Il puede ser un nuevo blanco terapéutico a través de la
generacion de ROS, aunque estos estudios no indican una estrecha relacion del Complejo | con una regulacion
de la apoptosis.

Metodologia

Western Blot. Los extractos celular fueron incubados con amortiguador RIPA 1X suplementado con inhibidor de proteasas y fosfatasas. Concentraciones iguales del extracto de proteinas fueron separados
en SDS-PAGE vy transferidad a membranas de PVDF.

TMRM. Las células fueron incubados con Tetrametilrodamina ester metilico a 5 nM (TMRM) por 30 minutos a 37 °C y 5% CO,,. Para tefiir nucleo se ocupo Hoescht 33342. Las imagenes fueron adquiridas
usando el microcopio Leica. Fluorescencia fue cuantificada usando el software ImageJ.

Mitosox. El superoxido mitocondrial se midio utilizando Mitosox Red. Brevemente, las células se sembraron en cubreobjetos de 25 mm y luego se incubaron con 5 uM de MitoSox Red por 30 minutos. Se
montaron los cubreobjetos y posteriormente se analizaron las imagenes en el microscopio Leica a una longitud de onda de 561 nM. La fluorescencia fue cuantificada usando el software ImageJ.
Ensayo de herida. Las celulas fueron sembradas en una placa de 6 pocillos con una densidad de 1x10° células por pocillo. Se procedio a realizar.la herida. Se lavaron con pbs y se incubaron con medio
DMEM al 1% de FBS. Veinticuatro horas después se obtuvieron imagenes de multiples locaciones al azar utilizando el microscopio Leica. Las imagenes fueron medidas y analizadas
usando el software ImageJ.
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Figura 1. SDHA es necesario para la expresion de SDHB, SDHC y SDHD. Las expresion de proteinas Figura 2. Efecto de SDHA knockdown sobre el potencial de membrana mitocondrial. IMAGENES
SDHA, SDHB, SDHC y SDHD fueron medidad utilizando western blot en celulas AGS. Los graficos representan el analisis de REPRESENTATIVAS DE LAS LINEAS CELULARES SDHA-NEG Y SDHA-KD CARGADAS CON INDICADOR DEL POTENCIAL DE MEMBRANA TMRM.
la expresion de la proteina correspondiente con respecto el control de carga. (GRAFICO RESPRESENTA LA CUANTIFICACION DE FLUORESCENCIA POR TMRM.
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i . . . Figura 4. Efectos de SDHA knockdown sobre la migracion celular. Imagenes representativas de un
Figura 3. Efectos de SDHA knockdown sobre la generaciéon de ROS. Imagenes representativas de lineas 9 . e gracior 1ag P .
» o . ensayo de herida en celulas SDHA-Neg y SDHA-KD. Grafico de la migracion fue determinado como el porcentaje de
celulares SDHA-Neg y SDHA-KD cargadas con MITOSOX red. Grafico representa la cuantificacion de la fluorescencia de . .
células que cubren el area de la herida.
MITOSOX red.
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